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(54) Oligonucleotides pour la detection de salmonella 

(57) L'tny'ont-ion a pour Cfojet do nouveaux moyons, compronant des sequences de nucleotides.. pour la detection 
notartimont apros amplification: do I'ADN ou de i'ADNc de S. entonca ou S bonqori . 
L'mvGntion concorno notamment !es oligonucleotides representee ei-dessous. 

lagl: 5 1 -TA TTA AGT ATG CAG GTT ATG - 3 f 

lag 2 : 5 1 -AG A GAA TTT CTG GAA AGT GAA- 3 ' 

Iag3: 5 f -ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT -3 ' 

Iag4 : 5 ' -GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA -3 1 

Iag5: 5 ' -GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3 1 

Iag6: 5 ' -CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG-3 * 

51ml : 5 1 -CG GGT TAA AGG TTA TCA CCT-3 ' 

Slm2: 5 '-AG CAT GGC GCA AAT GGG-3 1 

Slm3: 5'-GCA CCA GGA AAG CAT TAA GTT GAT AGA ACA C-3' 

Sl.m4: 5 1 -CTT CGC TGG GAC ACA AAG CA-3 1 

SS28: 5' -TAA TGC TTT CCT GGT GC-3 ' . 
Iag7: 5 ' -T ACG GCA TGG GCT GAT TGC T-3 ' 
Iag8; 5 ? -T TAC GCT ATC GCC CAG CAG CAG GA-3 * 
■.Iag9: 5 ' -T GGT CAT AAC GGA GAT GGT TCA ACC GAT 0 3 ' 
IaglO: 5 1 -A CAG TTG TTA CAG GAT CCC T-3' 
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Description 

Lo qcnro Salmonella contient deux ospbccs. Sal mono I la enterica . espccc divisee on six sous-espccos. sur fa base 
do earacteres biochimiques et d'homoiogies au niveau do PADN. ot Salmonoila bongori Lo genre est subdtvise en 
^ plus 'do 2000 sorovariotos dofimos a Taide d'antiqonos somatiques et flagoHaires Les bactenes du genre Salmonella 
son I de facon generale pathogones pour I'anima! ou pour i'hommo On sail amsi quo les Salmonella sont parmi les 
agents responsables- des. empoisonnements alimentaires les plus courants dans les pays developpes ; e'est pourquoi 
dos methodes de detection rapides et Nables des sous-especcs de Salmonella sont importantos. 

Les salmonelles responsables des toxi-mfections alimentaires appartiennent majontairemcnt a la sous-espece I 
to (encore appeloo groupe I) de S. en t erica 

Los toxHnfections ne sont toutefois pas les seules pathologies provoquees par des infections par des Salmonella . 
Par exomple, Salmonella enterica sous-espece entenca serovariete typhi (ct-dessous denommeo Typhi) est Tagenl 
causal do la fievre typhoi'de humame. 

Compto tenu.de la nature des infections provoquees par les salmonelles et de la necessite notammcnt de recher- 
15 chor four presence dans les prclevements biologiques realises sur des patients ou dans !es aliments, d apparait tndts- 
pensable de disposer de moyens rapides et sensibles pour en detector leur presence. 

Les mdthodes standard do culture largcmont utilisees jusqu'a present pour la detection des salmonelles necessi- 
tent un temps important et ne sont pas adaptoes par exomple pour suivre la contamination de produits alimentaires. 
Pour surmonter les desavantages de cos methodes. plu'sicurs methodes f on dees sur des technique ■ de biologic mo- 
■~o leculaire telles que des tests d'hybridation et dos tests de reaction do polymerisation en chaine. ont d'ores ot deja ete 
■ proposees. Dsfferentes sondes d'ADN ont ete utilisees dans plusieurs protoeoles d'hybridation et de PGR poui detecter 
ios sous-ospeces de Salmonoila dans I'alimentation CependanL aucune de cos techniques n'est completement sa- 
tisfaisante puisque les sequences utilisees ne sont pas totalement connues ou pas excfusivement preserves dans le 
Qonro Salmonella et amsi. pouvent conduiro a dos reactions croisoes entre la sonde ot des sequences d'ADN d'autres 
--5 ofHorobactenos ou pouvent conduiro a un grand nombro do faux nocjatifs ou do faux positifs 

Los invonteurs ont recherche des moyens permottant la detection spocifiquo et sensible de I'ensemblo des 'sal- 
monolios dos especes S entenca et/ou S bonqon Dans cotto optiquo ils so sont inlcrosses a la soucho Salmonella 
entenca sous-espece entenca sbrovanoto typhi ( S Typhi ) et au gone participant a ('invasion do cellules par S Typhi . 
De plus, its ont delini certainos conditions permottant la detection spocifiquo de groupds determines de'Salmo- 
.w nelles. par exomple dos bactenes du Groupe I 

On a dbja montro dans I'otat anteriour do la technique que la soucho Typhi est capable d'adheror a des mono- 
couches do cellules He La ot d'ontror dans cos cellules (Yabuuchi ot al. 1986), Cepcndant, jusqu-a present, les deter- 
minants genetiques impliques dans co processus d'adhosion ot d'entree dans les cellules, n'ont pas ete clairement 
idontifios : Elsinghbrst et al ( 1 989) ont clone un fragment chro|iosomique do Typhi, qui confere a des bactenes do type 
J* Escherichia coli la capacite de penotrer dans les cellules Henle 407 Recemmcnt. une autre region chromosomique 
imphquec dans I 'invasion des cellules He La par la soucho Typhi Ty2 a ete idcntifiee et clohee (Popoff et Dion. 1990). 

Les inventeurs de la prosente demande ont identitie sur un fragment d l ADN de 2.4 kb de S. typhi contenu dans 
la sequence Hindi 1 1 dG 7 9 kb decnte par Popoff et Dion f 1 990). des regions susceptibles de participer a I'activite 
d'invasion de Salmonella entenca sous-espece entenca serovariete Typhi dans des cellules, et en particulier dans des 
*o cultures cellulaires de type HeLa. cos regions etant susceptibles en outre d'etre utilisees dans des reactions pour la 
realisation d'un diagnostic generalise de tous les ropresentants des especes S enterica et/ou S bongori ou eventuel- 
lement dans des conditions de detection paritcuheres, pour ie diagnostic specifique du groupe I de S entenca. 

Une sequence appelee lagA et une- sequence appelee lagB ont ete identifies par les inventeurs et caracterisees 
comme participant a Pinvasion cellulaire se manifestant lors d'une infection due a Salmonella entenca sous-espece 
J 5 entenca serovariete Typhi. 

La specificite de ces sequences au sem de S. Typhi a conduit les inventeurs a proposer leur utilisation pour definir 
des moyens pour le diagnostic d'une infection par S. typhi , voire pour le diagnostic d'une infection par des Salmonella 
des espece S. enterica et/ou S. bongori ou dans certains cas pour la mise en evidence de S. entenca de groupes 
specifiques. 

so Ces moyens utilisables pour le diagnostic d'une infection par Salmonella enterica et/ou Salmonella bongori com- 

prennent des oligonucleotides susceptibles d'etre mis en oeuvre dans des reactions d'amplification de sequences de 
nucleotides, par exemple des reactions de polymerisation en chaine. ^invention se rapporte aussi a des sondes pour 
la detection d'acides nucfeiques de S enterica ou d'une sous-espece specifique de S enterica et/ou de S. bongori . 
ces acides nucteiques etant le cas echeant des fragments amplifies. 

L'invention a ^galement pour objet un kit et une methode de detection de la presence de Salmonella entenca et/ 
ou de Salmonella bongori dans des echantillons. biologiques et par exemple, dans des produits alimentaires ou dans 
tout echantiilon fatsant i'objet d'un diagnostic clinique. Ces methodes et kits de detection sont selon un mode de. rea- 
lisation particulier de 1'ihvention. specifiques des souches du groupe I de S. enterica 



f 
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Solon un autre mode de realisation de r invention, ces methodes permettent au contraire do rcchercher la presence 
de bactenes S. ontorica qu S bonqon du genre Salmonella . Le genre Salmon el (a comporto ainsi six sous-espbees ou 
groupos i. II. III. IV, V ou VI. Les sous-especos i, II. 111. IV et VI appartienncnl a I'espece S ontorica et ia sous-espece 
V appartient a ('espece S bonqon 
■5 L'invention conccrno aussi les sequences de nucleotides, participant a ('invasion do cellules par Salmonella en- 

terica sous-espece enterica serovariete Typhi, caractensees en ce qu'il s'agit de Tune des sequences lagA ou lagB 
respectivement comprises entre les nucleotides 97 et 1755 de ia sequence representee a la figure 1 (lagA) et entre 
Ses nucleotides 1 776 et 2255 de la sequence representee a la figure 1 (lagBV 

L'invention vise aussi des sequences de nucleotides modifiees par rapport a lagA ou lagB mass presentant nean- 
>0 moms ies memos proprietes s'agissant de ('invasion des cellules, ou hybndant dans des conditions strmgentes avec 
i'une des susdites sequences. 

La presents demande a egalement pour objet des protemes lagA et lagB repondant aux sequences presentees 
a la figure 1 ou des vanant.es de ces sequences obtenues par mutation, deletion ou addition d'acides amines des lors 
quo la sequence ainsi obtenue est reconnuc par des anticorps dinges centre I'une des susdites sequences lagA ou 
is lagB 

De facon generalo. l'invention a pour objet toute sequence d'acides amines codee par les genes lagA et lagB 
represents a la figure 1 

L'invention conccrno par aiilours tout .fragment de i'une de ces sequences, en particuiier tout 'fragment sous forme 
punfiee. suffisant pour conserver a S. typhi ses proprietes d'adhesion et d'infection des cellules, et en particuiier des 
-0 cellules HoLa en culture. 

i.o procodo d'infection des cellules HoLa on culture est !o procbdb standard qui a notammenl etc decrit dans la 
demande do brevet Internationale publico sous le numcro WO 92/01056 

Solon -un autre aspect.- l'invention concomo des rnoyons-pour la detection de la presence de S enteri ca et/ou S_ 
bon got i ot le cas cchcant pour ia quantification do S ontorica oVou S bonqon dans dos echantillons biologiques. 

Pnr echanttllon bioloqiquo. on ontend tout .bchantilfon proievo pour la r ea 1 1 sa t ton d' ;-i n a I y s e s \ n v 1 1 r o c h o z ranimal 
ouchev I'homino ou prolovo a partirde produils atimonlanos quelle qu'en soil la nature ou a parli/ do lout miiieu iiquido 
solido ou ga/oux susceptible do contenir ies agents pathogenes rccherches. 

L'invention a pour objet dans ce cadre, one sequence do nucleotides, com port ant au moms 9 nucleotides carac- 
tbrisoe on co qu'elle hybndo,avec I'une dos sequences lagA ou lagB presentees ci-dossus 
jo . Los conditions d'hybndation dont i! est question procodomment sont. dcfinios en fonctipn do la spccificite rocher- 
choe do I'hybridation et des conditions appropnbos sont donnees a litre mdicatif dans les exemples de la presente 
demande 

De facon preferee. l'invention conccrno dos oligonucleotides issus de ia partie C-terminalo do la sequence lagA 
i, representee a la figure 1 

35^ Des sequences de type oligonucleotides pouvont etre sefectionnees pour btre ul.ilisees comme amorces soit pour 

la detection apres amplification, de I'ADN genomtque ou de I'ADNc de Salmon el fa de I'espece S enterica et/ou de 
I'espece S bonqon appartenant aux autrcs groupes I a VI ou d'une partie do ces groupes soil dans d'autres conditions 
pour la detection speciftque de S enterica du groupe I. II peut s'agir notamment de sequences de nucleotides obtenues 
par synthese chimique seion ies rnetodes connues de i'homme du metier. 

jo Des oligonucleotides preferes, utihsabies pour ('amplification d'acide nucieique caracteristique de bacteries ap- 

partenant a i'un des groupes I, IL Ilia. Il'lb. IV. V ou VI du genre Salmonella et notamment de I'ADN genomique ou de 
j'ADNc de S, enterica et/ou de S. bonqon sont par example les suivants (leur position au sein de ia sequence lagA 
representee a la figure 1 etant indiquee) : 

45 



so 
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position 



lagi: 


5 


-TA TTA AGT ATG CAG GTT ATG - 


3 ' 




1424 


-1443 


Iag2: 


5 


-AG A GAA TTT CTG GAA AGT GAA- 


3 


i 


1585 


-1605 


Iag3 : 


5 


-ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA 


GGA 


CTT -3' 


1495 


-1521 


Iag4 : 


5 


-GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA- 


3 ' 




1564 


-1584 


IagS: 


5 


-GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3 


! 




1318 


-1337 


Iag6 ; 


5 


-CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG- 


3 ' 




16 37 


-1657 


Slml: 


5 


-CG GGT TAA AGG TTA TCA CCT-3 


t 




709 


-728 


Slm2 : 


5 


-AG CAT GGC GCA AAT GGG- 3 ' 






1014 


-1031 


Slm3 : 


5 


-GCA CCA GGA AAG CAT TAA GTT 


GAT 


AGA 






ACA C- 


3 1 








732 


-762 


Slm4 : 


5 ' 


-CTT CGC TGG GAC ACA AAG CA-3 


t 




8 23 


-842 


SS28: 


5 1 


-TAA TGC TTT CCT GGT GC-3 1 - 











D'autres oligonucleotides susccptilbes d'etre utilises comme 'amorces pour ^amplification de i'ADN ou de I'ADNc 
du gene tagBde ('ensemble des souches Salmonella dos ospeces S enterica ot/ou S bonqon ont 616 definies a partir 
do fa sequence lagB representee a ia figure 1 
25. L'mvontion a done pour objet les oligonucleotides repondant aux enchainemonts suivants 

Iag7: 5 1 -T ACG GCA TGG GCT GAT TGC T-3 % 

lagS : 5 * -T TAC GCT ATC GCC CAG CAG CAG GA-3 ' 

J0 lag?:' 5 1 -T GGT CAT AAC CGA GAT GGT TCA ACC GAT C-3 9 

IaglO: 5 1 -A CAG TTG TTA CAG GAT CCC T-3 1 

Cos oligonucleotides peuvent egaloment etre utilises comme sondes, par exemple pour la detection des produits 
d'ampiification de I'ADN et/ou do I'ADNc de S. entenca ot/ou de S. bonqon . 
J5 |Un couple- d'amorces prefere pour realiser ('amplification do I'acide nucleique de S entenca et/ou de S. bonqon . 

quel que soit le groupe d'appartenance de la bacteria, est par exemple forme des amorces Iag5 (sens) et Iag6 (anti- 
sens). 

Ce couple d'amorces dirige I'amplification d'un fragment d'acide nucleique de 340 bp 

Un autre couple d'amorces prefere est forme des amorces Slm1 (sens) et Slm2 (anti.sens). Ces amorces sont 
40 susceptibles de s'hybrider avec I'ADN ou I'ADNc de bactenes S entenca et/ou de- S', bonqon de Tun des group.es L II. 
Ml. IV. V ou VI 

Selon un autre mode de realisation prefere. I'iriventiqn concerne des oligonucleotides utiiisables comme amorces 
pour la detection specifique de Salmonella entenca Groupe I lorsque les conditions de detection apres Tamptification 
de I'ADN ou de I'ADNc sont ceiles qui sont decrites dans Texemple I. 
45 De telles amorces sont caracterisees par leur capacite a amplifier des sequences d'acide nucleique des souches 

de S. entenca ou de S. bonqon representatives des groupes I, If. Ill, IV. V et VI. mats pour iesquelles les conditions 
de detection sont ceiles exposees dans Texemple I. permettant la seule detection des bactenes du groupe J. 

Un couple ^'oligonucleotides utiiisables a ces fins, en tant qu'amorces specifiques pour la detection de sequences 
d'ADN ou d'ADNe de S. enterica du groupe I est par exemple constitue par les sequences suivantes : 

so ■ 

SS2 5 1 -CCGGGCAGATGATACCC-3 1 et 

SS2B 1 -TAATGCTTTCCTGGTGC-3 1 • 

Les oligonucleotides definis par les inventeurs, permettent d'envisager le diagnostic de S. enterica et/ou de S_ 
55 bongori dans des conditions satisfaisantes de sensibilite de rapidite, de faciltte et de specificite. 

L'invention egalement a pour objet un kit pour la detection de S enterica et/ou de S. bongori par amplification de 
I'ADN genomique ou complementaire de S enterica et/ou de S bonqon. caracterise en ce qu'il comprend 
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des oligonucleotides tels que decnts precedemmont, capabies d'hybnder. dans des conditions stnngentes avoc 
I'ADN genomique ou i'ADNc de S onto oca ot/ou de 3 bonqori .. 

une sonde pour la detection des fragments amplifies repondant a Tune des definitions donnees dans les pages 
precodentes. 

5 - les reactifs necessaires a la realisation de la reaction d'ainplff ication. 

L'invention a done en particular pour objet, -('utilisation des oligonucleotides precites. com me amorces pour 1'anrv 
piification d'une sequence d'ADN ou d'ADNc de Salmonella enterica et/ou de Salmonella bonqori . comprise dans. Tune 
des sequences lagA ou iagB telles que decntes dans ies pages precedentes ou complementaires d'une telle sequence. 
to ou encore I'utilisation de ces oligonucleotides comme sonde pour la detection d'une sequence de nucleotides amplifiee. 

Par exemple. les oligonucleotides iagS.et iag6 peuvent etre utilises respecttvemont comme amorces sens et an- 
tisens pour la detection de S. enlenca et/ou de S. bonqori du groupe.C II. Ill . IV. V ou VI. 

De memo, le couple d'amorces S.lml et Slm2 peut etre utilise pour la detection de bacteries de I'espece S. enterica 
et/ou de S bonqori de Tun de ces groupes dans un echantillon bioiogique. 
'5 L'invention concerne egalemeni ('utilisation des oligonucleotides SS2 et SS28 pour la detection specifique in vitro 

dans un echantillon bioiogique de S. enterica du qroupe I. ' ' . ■ 

La detection est specifique lorsque les amorces utilisees pour ('amplification des sequences de nucleotides re- 
cherchees permettent ('amplification de bacteries S. entenca et/ou de S. bonqon appartenant a I'un des autres groupes 
II III. IV. V ou VI, ma is que les conditions mises en oeuvre no permettent pas la detection des bacteries de ces memos 
-0 groupes ou d'organismes differents suscoptibles d'etre presents dans I'echantiilon bioiogique teste. 

L'invention concerne ainsi un ensemble tf oligonucleotides utilisables pour la detection de bacteries S. enterica et/ 
°y de S. bonqorr apres amplification de I'ADN genomique ou complementaire de S. enterica et/ou de S. bonqori . 
caractorise en ce qu'il comprond . . 

~$ - un couple d'oUgonucldotitios repondant aux definitions precedemment donnees. capabies d'hybnder dans des 
conditions sthnqontes avec I'ADN genomique ou I'ADNc de S .enterica ot/ou do S bonqori , 
uno sonde repondant aux earactenstiqucs donnees ci-dessus 

Un premier ensembio d'oltgonucleoddes utilisables pour la detection in vitro dans un echantillon bioiogique, de 
jo souches do Salmonella enterica et/ou de S. bonqori appartenant a I'un des groupes I. II. III. (V. V ou Vi, est caracterise 
en ce qu'il contient les oligonucleotides suivants : 

la sequence Iag5 (5'-GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3' et la sequence Iag6 (5*-CGT GGG CAA CCA GCA 
CTA ACG-3'} utiiisables en tant qu'amorcos pour I'ampiification et 
J5 - la sequence lag3 (5' -ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT -3') utiitsable comme sonde de revelation et 
la sequence Iag4 (5' -GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA- 3') utiitsable comme sonde de capture 

Un autre ensemble d'oligonucleotides utilisables pour ia detection specifique in vitro dans un echantillon bioiogique. 
de S enterica du groupe I. est caracterise en ce qu'il -comprend les oligonucleotides suivants : 

40 

SS2 (5 ' -** CCGGG CA GATG AT ACCC- 3 1 et 
SS2B ( ' -TAATGCTTTCCTGGTGC-3 1 ) V 

La presente demande a par ailleurs pour objet une proteine iagA codee par la sequence de nucleotides iagA 
representee a la figure 1 ainsi qu'une proteine iagB codee par la sequence de nucleotides iagB representee a la figure 1 

De facon preferee. les proteines iagA et iagB ont respectivement les sequences d'acides amines representees a 
la figure 1 . 

Entre egalement dans le cadre de l'invention un procede pour la detection in vitro dans un echantillon bioiogique. 
de sequences de nucleotides Salmonella enterica et/ou de S. bonqori . prealablement amplifiers par exemple par PCR 
so caracterise en ce qu'il comprend les etapes de : 

- denaturation de ia sequence de S. enterica et/ou de S. bonqori amplifiee. 

mise en contact des sequences de nucleotides amplifiers de.naturees de S. enterica et/ou de S. bonqori , avec 
une sonde de capture et une sonde de revelation obtenues a partir des oligonucleotides ci-dessus definis dans 
55 des conditions permettant ['hybridation desdites sondes de capture et de revelation avec la susdite sequence de 

nucleotides amplifiee de S. enterica et/ou de S bonqori . ia sonde de capture etant fixee a la surface d'un puits 
d'une plaque de microtitration et la sonde de revelation etant marquee et libra dans un tampon d'hybridation 
approprie" 
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incubation du melange reactionnel. pendant un temps suffisant pour pormettre la reaction d'hybridation ; 
lavage pour Glimmer las oligonucleotides n'ayant pas reagi 

revelation des sondes do revelation ayant hybnde aux sequences de nucleotides amphlioes 

5 Le procede de detection precedemment decnt peut etre avantageusement caractensc en ce que la detection est 

realisoe conformement aux etapes suivantes 

denaturation d'un volume 10. pi de la sequence amplifiee par addition volume a volume d'une solution 200 mM 
NaOH 40rnM EDTA. 

to . - prehybridation des micropiaques dont la surface des puits est revetue de la sonde de capture dans un tampon 
d'hybridation approprie. 

liberation de la microplaque et remplissage de chacune des cupulas avec 200uJ de tampon d'hybridation renfer- 
mant le fragment amplifie denature et la sonde de revelation marquee a la peroxydase a la concentration de lOng/ 

pi. 

'5 . incubation du melange pendant une heure a 37°C sous agitation. 

lavage du melange ayant reagi avec une solution de lavage 10X {100mM Tris, 3M NaCI. 1% Tween 20. pH 7.4). 
detection de i'activite de la peroxydase hee a la sonde par colonrnetrie en presence d'un substrat colore. 

La revelation de I'activite de la peroxydase presente sur la sonde de revelation pout etro obtcnuo par mise en 
•-0 oeuvro des etapes suivantes 

depot de 200ui d'une solution 40mM citrate trisodique. 0.03% H 2 0 30%. 7.5mg/ml d'orthophcnylenediamine (OPD) 
dans chacun des puits contenant le melange do reaction, 
incubation de la microplaque pendant 30min a i'obscurite et a 37°C. 
25 . bloquage de la reaction par addition de.50ul/puits d'une solution 4N H 2 S0 4 . 

determination do la densite optiquo a une longueur d'onde de 492nm frbibrenco a 620nm) 

De I aeon inierossante. la sonde de capture utilisee est ('oligonucleotide Iag4 et la sonde do revelation est I'oligo- 
nucleohdo lag 3 ' r - 

30 Ainsi les moyens definis dans !e cadre de I'mvention permottent la detection qualitative ou quantitative de la 

presence de bactenes de typo S enteric a ot/ou de S bonqon , qu'il s'agissc d'une detection non specifiquo au sein de 
run des groupes I. M ill, IV: V ou VI de S ontenca et/ou de S bonqon 

Dans des conditions specifiques de mise en oeuvre de I'etapo de detection, teiles qu'exposees dans Fexemple I, 
les amorces SS2. SS28 et la sonde SS40 permettent au contraire la detection specifique de bacteries du groupe I de 
35 S en t erica 

D'autres caracteristiques et avantages de I'invention apparaissent dans les exempies qui suivent et dans ies 
figures ' 

Figure 1 Sequence de nucleotide d'un fragment d'ADNJ de 2.4 kb de la region d'invasion de Salmonella ser Typhi . 
Les sites potentiels de liaison au ribosome sont soulignes. 
40 Figure 2 ; Pourcentage de ■ I'activite obtenue avec differentes souches de Salmonella appartenant a differentes 

serovarietes par hybridation sandwich. 

Serovarietes des difterents isolats de Salmonella testes ; 

a: S. enterica sous-espece enterica (1), ref.: C53 
45 b: S. enterica sous espece salamae (II). ret.. 975-71 

c: S. enterica sous espece salamae (II), ref.: 3975-33. 

d: S. enterica sous espece arizonae (Ilia), ref.: 1600 K 

e: S. enterica sous espece arizonae (Ilia), ref.. So 20-20 

f: S. enterica sous espece diarizonae (ll), ref.: 5250-85 
50 g; S. enterica sous espece diarizonae (lllb), ref : 8013-93 

h. S. enterica sous espece houtenae (IV), ref : 1357-73 

i: S. bongori. ref.: 2790-79 

k: S enterica sous espece indica (VI), ref.: 4355-84 - 7, 6, 5 ; 4, et 3: log (montant des molecules d'ADN). 

55 Figure 3 : Alignement des sequences des fragments amplifies (nucleotides 1 345 a 1 644) des 6 groupes de Salmonelles. 

Figure 4 : Amplification grace aux amorces Iag5 et lag6 sur deux representants de chacun des groupes de Sal- 
monelles. 

Figure 5 Autoradiography du Southern blot des produits amplifies des Salmonelles 
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Figure 6 Determination clu nombre minimal de molecules d'ADN chromosomique pouvant etre detecte Autora- 
diographic du Southern b\o( et hybridation sur avaoolaquo. 

Figure 7 Localisation des oligonucleotides selectionnes au sein du gene lagA. 

EXEMPLE I 

CLQNAGE ET SEQUENCAGE DU FRAGMENT D'ADN DE 2.4 kb 

Ce fragment d'ADN a ete sous-clone en utilisant un fragment de restriction obtenu par coupure avec les enzymes 
Hindlll. a partir de la sequence Hindi!! "de 7.9 kb decrite dans la publication de Popoff et Dion. 1990, dans des derives 

du vccteur ml 3 (Messing et Vieira. 1 982), 

Aprcs la realisation de ce clonage. la methode de dideoxy.terminaison de chaine a ete mise en oeuvre en utilisant 
la T7 DNA polymerase modifiee (Soquonase: USB Corp. ) et des oligonucleotides syntheuques universels a tit re d'amor- 
ces Toutes les extremitbs des fragments de restriction utilises se chevauchaient les unos les autres, Le sequencage 
de i'ADN a etc realise au moms 2 loss sur chacun des bnns. La sequence de nucleotides a etc analysee en utilisant 
le programme de Lipan et Pearson. 1985 : 

Comme le montre la sequence presentee a ia figure 1 . deux phases ouvortes de lecture sont contenues dans le 
fragment sequence olios sont designees par les tonnes sagA (abreviation de invasion associate gene) et lagB Les 
deux phases ouvertesde lecture sont transcrites dans la meme orientation. Le premier codon ATG (bp 97) de la phase 
ouvorte de lecture do I'lagA. qui est precede par la sequence 5'-AGAGA-3\ est suppose correspondre.au site d'initiation 
de la traduction, du gene lagA. Le gene lagA code pour un polypeptide comportant 553 rosidus d'acides amines avec 
un poids moleculaire calcule do 63026 Da. Une homoloqie significative a ete detectee entre ie dornaino N -terminal de 
la protomc lagA ot le domaine correspondant a la proteme do regulation do la transcription PhoB (24% d'identito et 
52% do similitude pour une superposition de 1 08 acides amines) et la p rote in e PhoP (25% d'identito et 69% de similitude 
pour 100 acides amines alignes) de E.coli . Le codon d'initiation ATG du gene iagB (bp 1776) est egalement precede 
par un site potentiel de liaison au ribosorno -(5'-AGG AAG-3'). Le gene iagB code pour un polypeptide comportant 160 
acides aminos et ayant un poids moleculaire ca.loulo do 18369 Da. La comparison de la sequence do la proteme IagB 
avec I os. sequences iraduilos contenues dans la banquo de don noes Gen bank a montre une hornoiogie significative 
avoc la protcmo IpgF (43% d'identito et 66% do similitude pour 151 acides amines alignes} 

La protcmo IpgF est codec par le gone ipgF qui est situe sur !o plasm id e associe a la virulence de Shigella flexnen . 
a roxtrdmifb 5' du locus mxi-spa {Allaoui ot al, 1 993). 

Les proteines miscs en evidence do Salmonella entenca sous-espece entorica setovariete Typhi- auraient done 
un role dans ('infection par cos bacteries. el notarnmonl dans I'adhesion ot la penetration dans Jos cellules. 

I 

EXEMPLE 2 

DETECTION SPECIRQUE DE S ENTERICA DU GRQUPE I 

Un protocoled detection des sous-especes de Salmoneila par reaction de polymerisation en chaine (PGR) a ete 
mis au point. Un couple d'ofigonucleotides utilises comme amorce a ete defini pour amplifier un fragment de 93 pb 
d'un gene requis pour I'invasioh des cellules HeLa par S. typhi , souche Ty2. Le produit d'amplification a ete analyse 
par une hybridation non radioactive en sandwich sur des plaques de microtitration en utilisant deux oligonucleotides 
differents selon la procedure decrite par Chevner et al. 1 993. Mof; Cell, Probes 7. 187-197, (.'oligonucleotide de capture 
a ete phosphoryle a son extremite 5' et lie de facon covalente a des puits portant des groupes amines d'une plaque 
de microtitration. L'oiigonucleotide de detection a ete amine a son extremite 5' puis marque avec un biotinyl-N-hydroxy- 
succinimtde ester. Apres hybridation, les molecules hybndes ont ete detectees par de f'avidine conjuguee a la phos- 
phatase alkaline et a un substrat chromogene. Cette methode necessite seulement I'utilisation d'un cycler thermique 
et d'un lecteur de microtitration conventionnel, et peut etre mise en oeuvre sur une large echelle. 

MATERIELS ET METHODES 

Souches bacteriennes 

Deux cent vingt buit isotats cliniques (Tableau 1) incluant S. bonqori (Sambrook et al. 1989, Molecular cloning, a 
laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor. N Y.) , S. enterica sous espece 1(116), 
ll(56), Hla(11), lllb(30), IV(5) et V!(5) et 16 souches d'Enterobacteries non-salmonelles (Tableau 2) representant 9 
genres differents ont ete utilises dans cette etude. La souche C53 de S. ser. Typhirnurium a ete utiiisee comme controle 
positif. et la souche HB101 do E. coh a ete utiiisee comme controle negatif dans les tests de PCR. 
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Extraction de I'ADN 

Los souches ont ote cultivees sur un milieu LB a 37°C. Af in de procedor a {'extraction rapide de i'ADN. 2 mi de la 
culture maintenue pendant toute la nuit ont etc centrifuges et resuspendus dans 1 ml de TE (tampon 10 mM Tris-HCI 
a pH8 contenant 1 mM EOTA) Les cellules ont ote centnfugees ; le cuiot do contnf ugation a ete resuspendu dans 500 
ul d'oau distillee sterile et chauffe a 100 °C pendant 10 minutes, Finalement. la solution a ote centnfugee et le surna- 
geant a ete conserve pour des experimentations en PCR, 

Amorces oligonucleotidiques et sondes 

Les oligonucleotides ont ete synthetises dans un synthetiseur a ADN cyclone (Millipore-Wators) en utilisant la 
technologic au phosphoramidite 

Les sequences des amorces d'oligonucleotides etaient les suivantes . 

SS2 : 5 1 -CCGGGCAGATGATACCC-3 ' et 
SS2 8 : 5 1 -TAATGCTTTCCTGGTGC- 3 1 . 

La sonde oligonucleotidique de capture. 

SS40: 5 1 -CCCGAAC'TATCTCGATCTGTACAATATTATCATT-3 • 

a ete phosphorylee a son extremite 5' avec la T4 polynucleotide kinase (Boehnnger) selon la description faite par 
Sam brock et al. 1989. (Molecular cloning, a laboratory manual Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring 
Harbor. N.Y.). La sonde de detection octadecanucleotidique SS41 (5'-GCAGGTGATAACCTTTAA-3') a etc synthetisee 
avec uno fonction ammo a son extremite 5' on utilisant la moth ode au phosphoramidite sur phase solide dans un 
synthetiseur d'ADN Applied Biosystem 380B puis marquee avec le D-biotinyl-il-aminocaproic acidc-N-hydroxysucci- 
mmide osier (Boehnnger) solon la description faite par Tharnet al. 1990. (FEMS Microbiol Lett. 69. 109-116). Los 
oligonucleotides de capture et do detection ont ote tous les deux purities sur uno colonne do dossa-lemcnt rapide HR. 
10/10 avec le system© FPLG (Pharmacia) ■ . . 

Exponencos do PCR 

Los reactions d^amplification ont etc realisees dans un volume total do 100 ul dans un tampon 50 mM Tns-HCi 
pH 8.5, contenant 4 mM MgCk 100 jug/ml de serum alumine bovine, 1pm de chaque amorce, 200 pM de chaque 
dNTP et 1 U de Taq ADN polymerase (Amersham). Le melange d'am^lification a ete recouvert avec 100 pi d'huile 
mmerale et soumts a 10 cycles d'amplitication selon la description suivante les echantillons ont ete mcubes a 94°C 
pendant 10 sec pour denaturer I'ADN a 60°C pendant 10 secondes pour apparier les amorces a I'ADN et a 72°C 
pendant 30 sec. pour reatiser !a reaction d'extension des amorces appanees, ceci etant sutvi de 30 cycles selon le 
protocole suivant : denaturation a 87°C pendant 10 see . appanement a 60°C pendant 10 sec. et extension a 72° C 
pendant 30 sec. Les cycles thermiques ont ete realises dans un ensemble chauffant programmable (Thermal ractor 
Hybaid. UK) 

Les experiences de PCR ont ete realisees avec 5u I de solution d'ADN Chaque experience ■comprenait des con- 
soles negatifs (5 ui de tampon TE) pour chaque groupe de 1 0 echantillons et a la fin de chaque serie. 

Tests d'hybndation sandwich sur des bandes CovaLmk NH® > 

Deux protocoles d'hybndation non-radioactive sur des bandes CovaLink NH® ont deja ete decrits par Cheerier et 
al ( 1 993, Mol. Cell. Probes 7. 1 87-1 97). Dans le cas present, une technique d'hybndation sandwich a ete utilisee dans 
la mesure ou elle permettatt une meilleure sensibilite de (^detection. La reaction a ete realisee sur des micropuits 
recouverts par de Poligonucleotide SS40 en utilisant une procedure de liaison covalente telle que decrite en details 
par Chevrier et al ou Rasmussen, S.R. et al (1 991 . Anal. Biochem. 198. 138-142). 

Le fragment d'ADN soumis a la reaction de PCR a ete denature directement dans les puits en ajoutant de facon 
sequentielle 95 pi d'eau distillee. 5pl d'echantillon de PCR, 40 pi de sonde de detection et 1 4 pi de NaOH 1 N par puits. 
Apres 10 minutes, la neutralisation a ete effectuee en ajoutant 21 pi de NaH 2 P0 4 1 M contenant 1% de sarkosyle. 
Tous les echantillons ont ete realises en double. Apres la neutralisation, la bande a ete deposee sur une surface 
metallique et maintenue dans un four pendant la nuit a 40°C. La concentration finale de la sonde de detection btotinylee 
SS41 etait 0.5 nM. Pendant Tincubation dans le four, il est preferable de ne pas laisser les puits non utilises vides. 
mais de les remplir avec de I'eau de facon a obtenir des echanges thermiques homogenes. Les micropuits ont ete 
laves 5 fots a temperature ambiante avec du TBS-Tw (0. 15 M NaCI. 10 mM tampon Tris HC! apH8. 1%. Tween 20): 



{ 



( 
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100 uf do conjucjue alkaline phosphataso-extravidine (Sigma) dilues a 1 Mg/ml dans du TBS-Twcontcnant 1% do serum 
albummo bovine ont ete ajoutes par puits: Puts, la bande- a ele incuboc a temperature ambiante pendant 1 h . lavoo 
5 lots avoc du TBS-Tw ot finafement 200 ul de clielhanolamine 1 M a pH 9.8 contenant ImM do MgCU ot 1 itiM de 
paramitrophonyl phosphate ont etb ajoutes. La reaction do I'en/ymo a ete conduile pendant 30 minutes a 2 heures, 
5 L'absorbance a btb mesuree a 405 nm en utilisant un (odour de microplaque (Dynaloch) Le signal obtonu avec la 
solution standard du fragment d'ADN amplilie (800 fm/puits) de S. ser. Typhimunum soucho C53 a ete considore 
comme representant 100% et utilise comme reference pour chaque test d'hybndation. Les vaieurs des blancs corres- 
pondent a l'absorbance moyenne mesuree dans des puits reconverts par ['oligonucleotide SS40 incube seulement 
avec 0.5 nM de sonde oligonucleotidique SS41 biotmyiee. 

to 

RESULT ATS 

Optimisation de la m ethode ■ . 

ts Los amorces et les sondes ont etc choisies dans la sequence lagA. Querents couples d'amorcos ont etc testes 

pour optimiser ia technique d'hybr idation sandwich sur des microplaques CovaLink. Lo couple d'amorcos choisi {SS2 
et SS28) a perm is ('amplification specifique de la region de 93 pb de I'ADN qenomique.de Salmonella . En utilisant ce 
couple d'amorcos. on a mis en evidence qu'une concentration standard de MgCU (1 5-2 mM) a conduit a un resuitat 
d'ampfitication rolativomont ininlcrossant ot qu'une concentration de 4 mM en MgCU etait nbcessaire pour obtenir une 

~o amplification efficaco. Des oligonucleotides internes. 'SS40 et SS41, ont ete utilises dans un test d'hybndation non 
radioaclif a litre de sonde de capture et de sonde de detection rospectivoment 

Specilicite do la technique 

"5 La spccificite do ia methode pour (a detection des salmonelles a ete evaluoe avec 228 spuchos de Salmonella 

■(Tableau l) ot 16. souches do bacteries hbterologues (Tableau 2) Les rcsulals sont resumes dans le tableau 3. Ed- 
wardsiella tarda . Klebsiella pneumoniae , des especes d'Entorobactor ot d 1 Ac mo lob actor Pa slcurclla . Vibrio harveyi . 
So r r a tj a m a rc o sc e n s el do, facon" plus importanto des especes do Citrobacter ot tous ies E, coli ont donne un signal 
• d'hybndation infeneur a 20% Sur la base de cotte valeur. ii a etc conclu que ioutos les souches do Salmonella appar- 

J0 tenant a la sous-o.spece I pouvaient ctre detectecs par la present© methode: Do plus, seulement une soucho {soucho 
3975-83} des 56 souches de la sous-especeli ot 3 souches des 1 1 souchos de la sous-ospece Ula ont donne un signal 
positif 

k 

Salmonella bonqori et les souches appartenanl aux sous-espaces lllb. IV et VI n'etaient pas detectabfes. 

Niveau do detection de la technique avec les bacteries en tie res 

Des dilutions au l/10emc d'une suspension de la souche C53 do S. ser Typhimunum (de 10 9 a 1Q" 2 cellules/mi} 
ont ete faites pour estimer le nombre minimum de bacteries qui pouvait etre detecte par la PCR suivi de la technique 
JO d'hybndation non radioactive. L'ADN a ete exirait de chaque suspension calibree. en utilisant la technique d'extraction 
rapide par ebullition. Les resultats obtenus montrent ciairement que la technique d'extraction rapide de i'ADN par la 
simple ebullition de la suspension avant la reaction de PCR. est une technique efficace En effet. ellepermet la detection 
de seulement une unite cfu. 



Tableau 1 



Sous-especes de Salmonella utilisees pour evaluer )a specsficite des essais d'hybndation de I'ADN. 


Microorganisme teste 


N° des isolats 


N° des serovas 


Salmonella entenca subsp enterica 1 


116 


43 


serovar Adelaide 




1- ■ 


Agona 




2 


Altona 




1 


Angoda 




1 


Bardo 




2 


Blockley 




1 


.. Bovismorbilicans 




3 
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Tableau 1 (suite) 



Sous-especes de Salmonella utiiisees pour evaluer (a specificite des essais d'hybndation do I'ADN. 


Microorgamsme teste 


N° des isolats 


N Q des serovas 


Braendemp 




4 


Brandenburg 




1 


Bredeney 




1 


Broughion 




2 


Cerro 




1 


Chester 




1 


Coeln 




1 


Concord 




1 


Dakar 




1 


Derby 




2 


Entertdis 




29 


Georgia 




1 


Hadar 




1 


Heidelberg 




4 


I badan 




2 


Indiana 




1 


Infantis 




5 


Lexington 




1 


London 




1 


MbandaKa 




■1 


Montevideo 




6 


Moscow 




1 


Ohio 




1 


Orion 




1 


Panama 




3 


Paratyphi B 




2 


Samtpaui 




1 


J ! Typhimunum 




13 


Typhisuis 




1 


Vaertan 




1 


VvJilcZIrfrid 




i 


Vmohrady 




1 


Virchow 




10 


Wien 




1 


Woodmville 




. 1 


Yolo 




1 


Salmonella entenca subsp salamae If 


56 


56 


Salmonella entenca subsp ahzonae li la 


11 


29 


Salmonella entenca subsp diarizonae Itlb 


30 


5 


Salmonella entenca subsp houtenae IV 


5 


5 


Salmonella entenca Subsp indica Vi 


5 


5 


Salmonella bongori 


. 5 


5 


(initialement S. entenca subsp. bongori V) 







55 



{'■'■' 
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Tableau 2 



20 



Bacteries hetoroiogues utihsoos dans le test d'hybridation do I'ADN 


Genre 


ESpGCGS 


Nombro d'isolHts 


Escherichia 


cod 




Edwarsieila 


tarda 




Citrobacter 


amalonaticus 






freundii 




Klebsiella 


pneumoniae 




Enterobacter 


agglomerans 






asburiae 






hormoechei 




Pas (cure Ha 


muliocida 




Acinetobacter 


Iwoffii 






haemolyticus 




Vibrio 


haiveyi 




Serratia 


marcescens 





L l 5 



30 



J5 



40 



45 



55 
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45 
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Hybridation quantitative avec I'ADN qenomique purifie 

La procedure d'hybndation nonradioactive utiliseo dans ies tests rapportes ici peut etro faoilomont mise on oeuvre 
dans des etudes quantitatives. Pour comparer los signaux d'hybndation obtenus avec differentcs souches do Sal mo- 

5 nolla , l J AON a ete extrait de 10 souches rcpresentant ies 6 sous-especes de Salmonella ontonca et i'ospece Salmonella 
bonqori . puis des quantites caiibrees d'ADN out eta soumises a des reactions do PGR suivies par une hybridation 
sandwich. Les resultats sont rapportes a la figure 2. I! a ete demontre que le signal d'hybndation obtenu ayec 10/ 
molecules d'ADN de Salmoneila bonqort ou des sous-especes II. Ufa. Nib. IV et VI de Salmonella entenca est plus 
faiblc que le signal d'hybndation observe avec 10 3 molecules d'ADN des souches de la sous-espece I. Cependant. il 

to ost important de noter que I'isolat 3975-83 (sous-espece II) a donne ie meme signal d'hybndation que les souches 
appartenant aux sous-especes ( 

DISCUSSION 

ts L'amplilicalion par PGR permcl une do taction leas .sensible de sequences d'ADN spacilique La sqnsibilite de 

('amplification depend essentieilement du nombre de copies de I'ADN cible.de la pure to de i'echantillon a analyser, 
de la methode d'extraetton de I'ADN. et do Sa sonsibilito de la methode utiHsee pour detector les produits de PCR. La 
visualisation des produits de PCR par une coloration au bromure d'ethidium dans un gel d'electrophoreso. n'est pas 
. compatible avec I'utihsahon en routine de la technique et n'est pas suftisamment sensible La scnsibilite peut etro 
amoliorco par I'uiiiisalion de Sa PCR double ou do sondes d'ADN avec uno hybridation on Dot blot ou en Southern blot 
Copendant ia PCR double est trcs sensible a ia contamination par do I'ADN et les techniques d'hybndation Dot blot 
ou Southern biot no sont pas appropnees pour I'automatisation. L'hybndation sur microplaque off re done uno technique 
appropriee pour la detection et la quantification de fragments amplifies par PCR. L'attachoment covaient simple des 
actdes nuelbiqucs a des micropuits represents une vanante inierossante a 1'adsorption passive et une amelioration 

-5 importante pour la detection do fragments amplifies par PCR sur des micropuits. 

1! est connu que les souches de Salmonella provoquantdes infections che/ I'hommo appartiennont essentieilement 
a la sous-espece I En clfol plus do 95% des isolats cliniquos che/ I'humain appartiennont a cotto sous-espece (Rowe. 
B . 1987 Salmoneila surveillance. Reports received from centers participating in the WHO programme. World Health 
Organization London) Do plus, en 1991. le "Centre National d'Etudes Velennaires et Alimcntairos" de Pans (France) 

Jo rapportait [Corbion. 8 ci al. 1 991 . Inventory of Salmonella) quo clans les annees precodontes la plupart des souches 
isoidos cho/ f animal dans la nourrituro ou dans i'onvironnemont en 1 988 el 1989 {e'est a dire 18832 souches) appar- 
tiont a la sous-espece I (99. 2%) 

Los rosuitats rapportes ici ont permis de delinir une methode fondeo sur ('amplification par PCR pour la detection 
do souches pathoqenes de Salmonella Un coupie d'arnorces. SS2 et S$28. et un couple de sondes. SS40 et SS41 
ont ete selectionnes a partir d'un gene necessairo a I'mvasion des cellules HeLa par Salmonella ser. Typhi souche 
Ty2. En utilisant la combinaison entre la technique de PCR et l'hybndation sandwich non radioactive sur microplaque. 
toutes les Salmonella de la sous-espece I ont ete deiectees. 

La limite de detection etait infeneure a un seuil represents par 10 cellules par tube de PCR. ce qui est conforme 
aux resultats obtenus par d'autres techniques de PCR similaires, Etant donne la parente des actdes nucieiques entre 

-to les membres des enterobactones, il etait important de contrdler la specificite de ces nouvelles amorces et sondes avec 
les genres d'enterobactenes les plus susceptibles de condune a des reactions de type "faux-posilif". Des resultats 
obtenus. on peut conciure qu'aucune reaction de faux-positif ne peut avoir lieu lorsque les conditions de ia PCR et de 
l'hybndation decntes precedemment sont suivies. 

It est mteressant de noter que : la souche Salmonella 3975-83 (sous-espece ll) presentait un signal d'hybndation 

^5 identique a celui obtenu avec les isoiats appartenant a la sous-espece I. Cette souche a ete isolee en 1983 a partir 
des selles d'un patient humain en GrandeaSretagne. Sur la base des caracteristiques biochimiques, cette nouvefle 
serovariete a ete classee dans la sous-espece ll mais a ete considered comme une souche atypique puisque sa 
presence dans la gelatinase n'a pas ete detectee (Le Minor, L. et al. 1 984. Supplement No. XXVII. 1983. to Kautfmann- 
White Scheme. Ann. Microbiol. (Institut Pasteur) 135 8. 45-51). A ia lumiere des resultats rapportes ici, la position 

50 taxonomique de la souche 3975-83 devrait etre re-examinee en utilisant ia technique d'hybndation ADN-ADN. 

Les donnees presentees ici indiquent que la methode d'hybndation basee sur ('utilisation d'un gene necessaire a 
('invasion des cellules HeLa par Salmonella ser. Typhi souche Ty2 peut distinguer les souches de la sous-espece I 
des Salmonella des autres bacteries enteriques, y compns E. coli . L'hybndation non-radioactive sur une microplaque 
Covalink NH est sensible et appropriee pour ['analyse d'un grand nombre d'echantiltons 
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EXEMPLE 3 DETECTION DE L'ADN DE SALMONELLA AMPLIFIE PAR HYBRIDATION SANDWICH 



S oq u once d es oligonucleotides 

Los fragments d'ADN choisis soot les suivants (voir position sur la sequence de ia figure 1) 
Partie C-lerminale 

position 

Iagl: 5 1 -TA TTA AGT ATG CAG GTT ATG - 3* 1424-1443 

Iag2: 5 1 -AGA GAA TTT CTG GAA AGT GAA- 3 * 1585-1605 

Iag3: 5 ' -ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT -3 1 1495-1521 

Iag4: 5 ' -GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA- 3 ' 1564-1584 

Iag5; 5 ' -GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3 » 1318-1337 

Iag6: 5 ' -CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG-3 1 1637-1657 

Slml: 5 % -CG GGT TAA AGG TTA TCA CCT-3 1 709-728 
Slm2: 5 1 -AG CAT GGC GCA AAT GGG- 3 ' 1014-1031 

Slm3: 5 1 -GCA CCA GGA AAG CAT TAA GTT GAT AGA 

ACA C-3 1 732-762 
- 5 Slm4: S'-CTT CGC TGG GAC ACA AAG CA-3 • 823-842 

Proforontiollcment. lo couple d'amorces Iag5 (sens) et lagB (antisens) dingo ('amplification d'un fragment de 340bp 
le couple S!m1 (sons) et S!m2 (antisens) dinge ('amplification d'un fragment do 323bp (figure 3). 

La figure 4 montre i'efficacite do ^amplification du eoupte d'amorces Iag5 et Iag6 sur 2 representants de chacun 
J<? des groupes do Safmoneltes. 

Precede do detection 

Un format de detection par hybridation sandwich a cte utilise. I 
35 Deux oligonucleotides s'hybndent simultanoment au fragment amphfie denature. L'un d'eux appele sonde de cap- 

ture est fixe de facon passive (mais peut ausst etre fixe de facon covalente) a la surface d'un puits de plaque de 
microtitration 96 puits. L'autre appele sonde de revelation est marque par un element facile a mettre en evidence. La 
sonde de revelation est libre dans le tampon ^hybridation. 

Les sondes de capture et de revelation sont comptementaires de 2 regions differentes situees a Pinteneur du 
■to fragment ampiifie. 

La sonde de detection dans ie cas ici decrit. est iiee a un marqueur enzymatique notamment une peroxydase et 
va servir de sonde de revelation; C'est le cas preferentiellement des oligonucieoties Iag3 et Slm3. D'autres oligonu- 
cleotides peuvent etre fixes a un support soiide de type microplaque. un support particulaire ou membranaire et servir 
de sonde de capture, ceci particulierement pour les oligonucleotides Iag4 et S(m4 



45 



Conditions experimentales: 

}'} Preparation de TADN des Saimonelles 

Par !a methode d'ebullition en presence de Cheiex (Chelex 6%. SDS 0.1%. NP40 1%. Tween 20 1%). on obtient 
les sequences d'ADN. Ce reactif est commercialise par Biorad et utilise selon le protocole du fabricant (ref. Walsh et 
al. 1991. BioTechniques 10 : 506-513). 

2) Amplification 

Selon la methode tnitialement decrite par Saiki et telle qu'exposee par exemple dans le brevet europeen EP 
0201184. 

La PCR est realisee en utilisant le melange reactionnel suivant 
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SOmMKCI 

lOmM Tris-HCI pH 8.3 
1 5mM MgCI 2 

1 25 uM desoxynbonuclGotides (ciCTP, dATP. cIGTP) 
5 250 juM d'UTP 

25 prnoles de chacune des amorces 
10ngADN 

1 unite d'Uracyt N Glycosylase 
1 unite de Taq polymerase. 
so ■ ■ 

Lg melange reactionnel a ete realise en utilisant 10ui de la solution contenant I'ADN a amplifier sous un volume 
de lOGul. Le dUTP et I'UNG sont utilises en systeme de decontamination (Brevet Life Technologies European Patent 
Application 0 401 037) Le thormocycler utilise est le 9600 de Parkin Elmer. 

Apres une incubation a 50°C pendant 2 mm pour permettre Taction de I'UNG et une denaturation a 95°C pendant 
ts 5mm, les cycles de temperature utilises sont !es suivants : 

5 cycles (95°C 15 sec. 50°C 15 sec. 72°C 15 sec) 
35 cycles (95*C 15 sec. 57°C 15 sec. 72°C 15 sec) . 

2Q 3) Visualisation de la reaction d'amplification 

3-1) Marquage de !a sonde de revelation 

Los sondes sont marquees a la peroxydase de raifort (ret. PGR protocols a guide to methodes and application: 
?s Academic press (1990). 15. p45 13-4534) et I'activite de i'cnzyme est revelee en colorimetrie 

3-2) Gel d'aqaroso colore au BET et hybridation sur membrane 

Apres amplification. 10plrdu produit d'amplification sont deposes sur gel d'agaroso et i'ADN est transfere sur mem- 
30 brano scion !cs techniques classiqucs (Maniatis) La membrane est prehybridee. 30 mm a 68°C on tampon d'hybrs- 
dation (10X Donhart. 6X SSC 0.'1%SDS) puis hybndee a 42°C pendant 3h avec 60 ng do sonde par ml de tampon 
d'hybndation 

Un lavage est ensuite effectue selon les etapes suivantes 

35 - 2 fois fb mm en 2 X SSC -0.1%SDS a temperature ambiante, 

1 fois 30 mm en 0, 1 X SSC - 0. 1 % SDS a 42° C. 

2 fois 10 mm en 2 X SSC a temperature ambiante 

Revelation : La membrane est epongee entre deux feuilles de papier absorbent (papier Whatman 3MM) et posee 
JO dans un bac propre et sec. 

Le reactif de detection Amersham (reactif de detection ECL RPN 2105) est prepare extemporanement volume a 
volume : 30 ml de volume total pour une membrane 5x8 cm. Une cassette pour autoradiography est obtenue en 
fixant une feuille de papier absorbant (papier Whatman 3MM) au fond. Toutes ces etapes peuvent se faire a la iumiere. 
Ensuite en chambre noire. 

On baigne la membrane dans le reactif de detection pendant 1 mm. cote ADN vers le haut. on egoutte rapidement 
ia membrane, on la place dans la cassette, cote ADN vers le haut, on pose dessus une feuille en plastique transparent 
(sinon ia membrane se colle sur le film) et on met un film radiographique par dessus (film X-OMAT KODAK). 

L'exposition est realisee pendant 30 min a temperature ambiante puis le film est developpe par les techniques de 
revelation classique (revelateur, eau, fixateur). 

50 

3-3) microplaque 

3-3-1 ) Coating de I'oligonucleotide de capture 

55 || peut se faire par adsorption (Cook et al. NAR, 16: 4077-4095 (1988) ou couplage covalent (Rasmussen. S R. 

et al. 1991. Analytical Biochemistry 198, 138-142). 
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3-3-2)Hybridation en microplaque et lecture 

10 u! du produit d'ampiification ont ete denatures par addition volume a volume d'une solution 200mM NaOH. 
40mM EDTA. 

5 Los microplaques dont la surface des puits est revetue do fa sonde do capture, ont ete prohybndees dans un 

tampon d'hybndation contenant lOXDenhart. 6XSSC. 0.l° o SDS. 

Puis la microplaque a ete video et chacune des cupuies a recu 200f.il de tampon d'hybndation renfermant le frag- 
ment ampiiiie denature et la sonde de revelation a !a concentration de 10ng/ui. L'incubation a eu lieu pendant une 
heuce a 37°C et sous agitation. 

io Aprds lavage (solution de iavage 10X iOOmM Tris. 3M NaCI. 1% Tween 20, pH 7.4), I'activite de la peroxydase 

lieo a la sonde a ete detectee en colonmetne en presence d 1 un substrat colore. 

Pour ce faire. 200ul d'une solution 40mM citrate trisodtque. 0.03% H>0 30% 7 5mg/ml d'orthophenyienediamine 
(OPD) ont ete distributes dans chacun des puits. La microplaque- a ete incubee 30mm a i'obscunte, et a 37°C, 50u!/ 
puits d'une solution 4N H 2 S0 4 ont ete ajoutes pour bloquer la reaction. 

'5 La densite optique a ete dbterminee a une longueur d'onde de 492nm (reference a 620nm) 

4) Soquoncaqo dos produits PGR el ahgnomont man u el des sequences. 

Solon les techniques classiques, en utilisant par exemple un automate "373 DNA sequencer" d'Apptied Biosystem 
20 et le kit "dyo terminator" d'Appfied. 

Resultats 

Lo modole cxemplifie est preferentiollement lo systeme d'oligonucleotides suivant 

Iag5 amorce sens-lag6 amorce an tisens 

Iaq3 sonde do revelation et Iag4 sonde de capture 

(il est a noter que Iag4 peut tout aussi bien etre marquee et etro utilisoo on sonde do revelation), 

30 

Elude do SpeciHcitc 

Elle a porte sur rensembfe des souchos bactenennes hstees dans les Tableaux 4 et 5. 

^amplification de I'ADN extrait des 45 souchos de Salmonellos testees a genera un fragment de la taille attendue 
35 (cf Fig. 5). Les Southern blots de I'ensemble des produits amplifies ont ete hybrides avec !a sonde oligonucleotidique 
interne lag 3 marquee a la peroxydase Aucune des souchos non salmoneiles n'a donnc iieu a une hybridation avec 
une sonde peroxydase realises sur membrane solon le protocole docnt plus haul 

Los memos produits d'amplification ont ete testes en format microplaque. 

Le cut-off a ete arbitrairement fixe a 0.050. Tous les representants de chacun des groupes de Salmoneiles donnent 
-*o une valour de densite optique supeneure a 0.050 (tableau 6) 

Sensibilite 

Pour determiner le nombre minimal de molecules d'ADN chromosomique de salmoneiles pouvant etre detecte. 
^5 une gamme de dilution d'ADN chromosomique punfie a ete amplifies. 5 molecules sont visibles sur I'autoradiographie 
du southern blot et detectees en hybridation microplaque : la vateur obtenue en colonmetne est superieure au Cut-Off 
(Figure 6). 

Les oligonucleotides setectionnes pour la realisation de cet exemple ont ete localises sur la sequence du gene 
lagA (figure 7). 

so 



TABLEAU 4 



SOUCHES OH SALMONELLES ETUDIEES 


N° 


Souches 


Serotype 


Groupe 


1 


Salmonella Marseille 




I 


2 


Salmonella Nyanza 




I 
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TABLEAU 4 (suite) 




IouchesoesaI^ 



Souches 



Serotype 



Salmonella Poona 



Salmonella Kampala 



Salmonella Taksony 



Groupe 



Salmonella Teshie 



Salmonella Indiana 



Salmonella ententidis 



10 



11 



Salmonella Kentucky 



Salmonella Napoli 



841 I1:a:d:en 215 
1703 K 41: 2:15 



14 



15 



16 



17 



18 



19 



20 



21 



22 



23 



24 
25 



26 



27 



28 



29 
~30" 



31 



32 



33 



950 - 71 43 : d . z 39 



10-65 44. 24. 223:- 



3209-81 45: z 23 



5331/86 62: z 29 



3064-4/ 252 41 k 



594-54 38: z 54. 



1694 cdai 426 63: z 



: 4, z32: 
~So 50 / 16 62: f, z 51 



5251-85 58: r : z 53 



1785-76 6,14 : z 10 enx 215 



453-68 16 : liv z53 



4305-57 16 : li(v) 



i 35 

1698-75 11 : liv : z 



8275-94 47 : r : enx 215 



8283-94 53: z 10: z 



ede 456-5 / 93 40 : 



1, 5. 7 



8284-94 60: i : z 
1693 K 38: k z 55 



1707 48 : f : z 51 



7231 / 89 45 : z 36, z 38 



6887 / 60 48 : f, z 51 



1357 /73 43: z4, z 24 
1550 K 16:z4, z 23 



Ilia 



Ilia 



Ilia 



Ilia 
ilia 



nib 



lllb 



lllb 



lllb 
lllb 



lllb 



lllb 



lllb 



IV 
IV 
IV 
IV 
IV 




EP0 721 989 A1 

TA8LEAU 4 (suite) 



40 



45 



SOUCHES D£ SALMONELLES ETUDIEES 


N° 


Souches 


Serotype 


Groupe 


40 




1387 - 7340 : a : - 


V 


41 




1941 - 77 6.7 : i 41 ; 1.7 


VI 


42 




1449 K45 : a enx 


VI 


43 




4355 -84 1.6 14.25 : a c n.x 


vt 


44 




1711 K 11 ' b : enx 


V! 


45 




1688 K 1.6 14.25 . Z 10 1 12.7 


VI 


TABLEAU 5 





SOUCHES NON SALMONELLES 


N° 


Norn 


Identification 


1 


Klebsiella oxytoca 


0059 SOP 


2 


Klebsiella pneumoniae 


0054 SDP 


3 


Acmetobacier baumantf 


0033 SDP 


4 


Proteus mirabilis 


FSP402 


5 


Secratta marcescens 


0042 SDP 


6 


£ ntoro ba ctor aggioi mm ns 


0067 SDP 


7 


Cttrobactor divers us 


0068 SDP 


8 


Pseudomonas aeruginosa 


0011 SDP 


9 


E nterobacter aerogenes 


0066 SDP 


10 


Escherichia coll 


0131 SDP 


11 


Enterocoque faecalis 


76117 


12 


Proteus mirabdis 


AP03 


13 


Enterocoque faecalis 


76117 


14 


Enterobacter cloacae 


0060 SDP 


15 


Mycobacterium avfum 


6 


16 


Mycobacterium tuberculosis 


H 37 RV 


17 


Listeria monocytogenes 


1/2 LG3 


TABLEAU 6 


DETECTION SUR MICROPLAGUE 


ECHANTILLONS 


DO a 420 nm 


2 Nyanza gpe I 


3.029 


3 Poona gpe I 


3 103 


11 gpe It 


3,155 


12 gpe II 


0.751 


18 gpe 111 a 


3.139 


20 gpe III a 


3.068 
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TABLEAU 6 (suite) 



DETECTION SUR MICROPLAGUE 


ECHANTILLONS 


DO a 420 nm 


21 aoe III b 


3,161 


30 gpe III b 


3.201 


31 aoe IV 


0.272 


35 doe IV 


0.527 


36 qop V 


1 868 


40 aoe V 


3, 347 


nnp VI 

W V 1 


0.900 




0.022 


i Klebsiella pneumoniae 


0.017 


Acinetobacter baumanii 


0.024 


Proteus rmrabths 


0.019 


Serratta marcescens 


0.019 


Enterobacter agglomerans 


0.023 


Mycobacterium avium rfS 


0.025 


Mycobacterium tuberculosis H 37 RV 


0020 


Listeria monocytogenes 1/2 LG 3 


0.015 


Temom eau 


0.018 


Tetmom eau 


0,022 



Revendications 

. ' ! 

35 1. Sequence de nucleotides participant a I'invasion de cellules HeLa on culture par des bacteries de I'espece Sal- 
monella enterica sous-espece enterica serovariete Typhi (denommee S. Typhi), caracterisee en ce qu'il s'agit de 
la sequence lagA comprise entre les nucleotides 97 et 1755 de la sequence representee a la figure 1 ou lagB 
comprise entre les nucleotides 1 776 et 2255 de la sequence representee a la figure 1 . 

40 2, Oligonucleotide issu d'une sequence selon la revendication 1 . caracterise en ce qu'il repond a i'une des sequences 
suivantes : 



45 



55 
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40 



45 



50 



55 



Iagl: 5 ' -TA TTA AGT ATG CAG GTT ATG - 3< 
Ia 92: 5'-AGA GAA TTT CTG GAA AGT GAA- 3 • 
Iag3: 5' -ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT -3 • 
Iag4: 5 • -GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA -3 • 

Iag5: 5 1 -GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3 • 
' Iag6: 5 • -CGT GGG CM CCA GCA CTA ACG-3 • 

Slml: 5V-CG GGT TAA AGG TTA TCA CCT-3' 

Slm2: 5 '-AG CAT GGC GCA AAT GGG- 3 ' 

Slm3: 5 '-GCA CCA GGA AAG CAT TAA GTT GAT AGA ACA C-3' 

Slm4: 5' -CTT CGC TGG GAC ACA AAG CA-3' 

SS28: 5' -TAA TGC TTT CCT GGT GC-3 • . 

Iag7: 5 • -T ACG GCA TGG GCT GAT TGC T-3 ' 

Iag8: 5 • -T TAC GCT ATC GCC CAG CAG CAG GA-3 ' 

Iag9: 5 • -T GGT CAT AAC CGA GAT GGT TCA ACC GAT C-3' 

IaglO: 5 ' -A CAG TTG TTA CAG GAT CCC T-3 ' 

3. Oligonucleotide caractenso en cc qu'il ost issu do la sequence do nucleotides lagA solon la revend.c.don 1 ot on 

1 Sel0C "° n r e Parm ' lGS SCqUOnCSS UtlHsables C0 ™ *™os Pour ,a deletion sp^iqu^e 
ontenca do groupo I ou pour la detection d'uno sequence de nucleotides ains. amplifieo ^ 

4 ' ^™?(SrGC.? VOnti,CH ' IOn 3 "" HC '° nS0 ° n C ° qU ' ! ' ' 0POnd > * ^"-co suivanto SS28 5' -TAA 
5. Coup.0 d'oligonucleotides selon ,a rovend,ca,,on 2. carac.ense en co qu'„ s'ag, t do run dos couples suivants 
Iag5 (sens): 5 ' -GCA GGG ATC ACT AAG CTG TG-3' et 
Iag6 (antisens): 5 • -CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG-3', ou 

Slml (sens): 5 » -CG GGT TAA AGG TTA TCA CCT-3 -et 
Slm2 (antisens): 5 ' -AG CAT GGC GCA AAT GGG- 3 • . 

6 ' ^Ts^^ZTtTJ 0 s-hybrideravecsalmonena enters et/ou Salmonella oonoori . carac.ens.e 
on ce qu eile repond a I une des sequences suivantes et en ce qu'elle est marquis 

Iag3: 5 ' -ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA GGA CTT -3' ou 
Iag4: 5 ' -GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA-3 ' ou 

Slm3: 5 ' -GCA CCA GGA AAG CAT TAA GTT GAT AGA ACA C-3' ou 
Slm4: 5' -CTT CGC TGG GAC ACA AAG CA-3'. 

7 iZZTsTo^:^ la ri r T dlCal,0n 6 (0U S ° nde >' caraCt - s - - - que ,a sonde ,ag 3 ou ,a sonde 
^A^ZonT^T h ' a H PreSenCe d ' Une S ^ uence de nucleotides amp.ifiee et en ce que la sonde 
lag4 ou la sonde Slm4 est une sonde de capture d'une sequence de nucleotides amplifiee. 

8 ' ^Z^Hc^S^ll "I 0 " ' a r r end,Ca,i ° n 2 C ° mme amorces *»» '■amp.lfication d'une sequent 
d ADN ou d-ADNc de Salmonella entenca et/ou de Salmonella bonnorinnmpri^ dans uno sequence do nucloofid^ 
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se!on la revendication 1 ou complcmentaire d'une telle sequence, ou comme sonde pour ia detection d'une se- 
quence do nucleotides amplifier 

9, Utilisation des couples d'oligonucleotides seion la revendication 5, comme amorces pour Pamplitication de se- 
s quences de nucleotides d'une bacteno de i'espcce S enterica et/ou S bonqon . groupo i. II. III. IV V ou VI. 

10, Ensemble d'oligonucleotides utilisabies pour la detection de bactenes S. enterica et/ou S bonqon apres amplifi- 
cation de I'ADN genomique ou complementaire de S. enterica et/ou de S. bonqon. caracterise en ce qu'il 
comprend . 

10 

un couple d'oligonucleotides selon i'une quelconque des revendications 4 ou 5, capables d'hybnder dans des 
conditions stringentes avec I'ADN genomique ou I'ADNc de S entenca et/ou de S bonqon . 
une sonde seion la revendication 6 

>^ n 11, Ensemble d'oligonucleotides utilisabies pour (a detection m vitro dans un echantillon bioiogique. de souches do 
Salmonella entenca et/ou de Salmonella bonqon appartenant a I'un des groupes I, SI. III. IV. V ou Vi. caracterise 
on co qu'il contient les- oligonucleotides suivants 

la sequence lag5 {5'-GCA GGG ATC ACT AAG-CTG TG-3" et lagS (5'CGT GGG CAA CCA GCA CTA ACG- 
20 3') utilisabies en tant qu'amorces pour I'amplification et 

la sequence Iag3 {5'-ATA TCC ACG CAG GAA ATA ACA CGA CTT -3') utilisable comme sonde de revelation 
et la sequence Iag4 {5*-GAG CGT GCC TTA CCG ACG ATA- 3') utilisable comme sonde de capture 

12. Ensemble d'oligonucleotides utilisabies pour !a detection speciliquc in vitro dans un echantillon bioiogique deS^ 
■-5 entenca du groupe I. caracterise en ce qu'il comprend les oligonucleotides suivants 

SS2 (5'-CCGGGCAGATGATACCC-3 • et 
SS28 ( ' -TAATGCTTTCCTGGTGC-3 V) . 

30 

13. Protome lagA. caractonsee en ce qu'eile est codee par la sequence de nucleotides lagA selon !a revendication 1 . 

14. Protome lagA selon la revendication 13. caracteriseo en ce qu'eile repond a I'enchainemont d'acidcs amines com - 
pris entre les abides amines 1 et 553 de la sequence do la figure 1 

35 

15. Protome lagB. caractonsee on co qu'eile est codee par la sequence de nucleotides laqB seion ia revendication 1 

1 6. Proteine lagB selon la revendication 1 5, caracterisee en ce qu'eile repond a i'enchainement d'acides amines com- 
pns entre les acides amines 554 et 713 de ia sequence representee a la figure 1 

40 ■ 

1 7. Procede pour ia detection in vitro dans un echantillon bioiogique. de sequences de nucleotides Salmonella enterica . 
prealablernent amplifiees. par exemple par PCR et denaturees. caracterise en ce qu'il comprend les etapes de : 

denaturation de la sequence de S. entenca amplifiee. 
- mise en contact des sequences de nucleotides amplifiees denaturees de S. enterica , avec une sonde de 
capture et une sonde de revelation obtenues a parttr des oligonucleotides selon Tune quelconque des reven- 
dications 2. 6 ou 7 dans des conditions permetiant Phybridation desdites sondes de capture et de revelation 
avec la susdite sequence de nucleotides amplifiee de S. entenca , la sonde de capture etant fixee a la surface 
d'un puits d'une plaque de microtitration et la sonde de revelation etant marquee et libre dans le tampon 
so d'hybridation ; 

incubation du melange reactionnel. pendant un temps suffisant pour permettre la reaction d'hybridation : 
lavage pour eliminer les oligonucleotides n'ayant pas reagi ; 

revelation des sondes de revelation ayant hybride aux sequences de nucleotides ampfifiees. 

55 18. Procede de detection selon la revendication 17, caracterise en ce que la sonde de capture est ('oligonucleotide 
Iag4 et la sonde de revelation est I'oiigonucleotide Iag3 et en ce que (a detection est real/see conformement aux 
etapes suivantes : 
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denaturation d'un volume 10 ul de la sequence amphtiee sont denatures par addition volume a volume d'une 
solution 200 mM NaOH 40mM EDTA. 

prdhybndation des microplaques dont la surface des puits est revenue do ia sonde de capture, dans un tampon 
d'hybndation approprie. 

5 - liberation de la microplaque et remplissage de chacune des cupules avec 200ui do tampon d'hybndation 

ronfermant le fragment ampul le denature et la sonde de revelation marquee a la peroxydase a la concentration 
de 10ng/pl. 

incubation du melange pendant une heure a 37°C sous agitation. 

lavage du melange ayant reagi avec une solution de lavage 10X (lOOmM Tris. 3M NaCI. 1% Tween 20. pH 7,4), 
jo : , - detection de I'activite de ia peroxydase iiee a la sonde par colorimetne en presence d'un substrat colore. . 

19. Procede de detection seion la revendication 18. caracterise en ce que I'activite de la peroxydase est detectee par 
mise en oeuvre des etapes suivantes . 

i5 - depot de 200a I d'uno solution 40 mM citrate tnsodiquo 0.03'\> H :: 0 30'V A5mg/ml d'oi Ihophenylenediamme 

(OPD) dans chacun des putts contenant le melange de reaction, 
incubation de la microplaque pendant 30mm a I'obscunte et a 37°C. 
bloquage de la, reaction par addition de 50j.il/puits d'une solution 4N H 2 S0 4 . 
determination de fa densite optique a une lonquour d'ondo do 4P2nm (reference .-i 620nm) 



3G 
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l 

GTA CTA GCA CCA GAA TTA CTG AAA CAG TAG 

61 

ATA ACT TTT CAC CCT GTA AGA QAA TAC ACT 
121 

GTA TCC AAT AAA AAA TTC GTC TTT GAT GAT 
val ser asn lys lys phc val phe asp asp 
181 

CGC TCA GAA AAG AAA GTC AAT ATT CCG CCA 
arg ser glu lys lys val dsn lie pro pro 
241 

GAA GCC GCC GGC AAG ATT GTG AGT AAA AAC 
glu ala ala gly lys lie val ser lys asn 

301 

GAA GTT AAC GAA GAA TCT CTT ACC CGC TGT 
glu val asn glu glu ser leu thr arg cys 

361 

GAT AAA GAG CAT CCT TAC ATT GAA AC A CTG 
asp lys glu his arg tyr lie glu thr leu 
421 

GTC GTA GTG GTG TCT CCG CCA GCC CCG CAA 
val val val val ser pro pro ala pro gin 
481 

TTT CAG ATG CAG GAT CAG GTT CAA TCC GAG 

phe gin met gin asp gin val gin ser glu 

S 4 1 

TCG CAG TAT GCG CCC TTT GGC CTG AGO GTG 
ser gin tyr ala pro ph*> gly leu ser val 

601 

AGT CTT AAG GAT ATT CTT GAG CTC ATG GAT 
s«r val lys asp 11© leu glu leu met asp 

661 

CAG ATG ATA CCC GAT GGT AAT GAT AAT ATT 
gin met Ile pro asp gly asn asp asn He 

121 

TAT CAC CTG CTG CAC CAG CAA AGC ATT AAG 
tyr his leu leu his gin glu ser ile lys 

781 

CAA AAC AAA ATT GCC AAT CTT TTG CTC AGA 
gin asn lys lie ala asn leu leu leu arg 
841 

CAA ATT AGC GAG CTA AAT TCG ATT GAC ACT 
gin lie ser glu leu asn ser ile asp ser 
901 

TTA AAT CAA TAC ACC CCC TAT AGC TTA CAG 
leu asn gin tyr thr pro tyr ser leu gin 

961 

AAT ATG TCG CCA AAC AGC ATT GCG CCT TAC 
<isn mec ser pro asn ser ile ala pro tyr 

10? 1 

GCG CAA ATG GCG ATT TTT GAT AAA CAA AAC 
ala qln met gly ile phe asp lys gin asn 
1081 

AAG GCG ACA GAG CTG GAC CAC AAT AAT CCA 
lys ala thr glu leu asp his asn asn pro 



31 

ATT CTA TCC TAA CCA CTT CTA TTA GCT ATT 
91 ±&gA 

ATT ATC ATG CCA CAT TTT AAT CCT GTT CCT 
met pro his phe asn pro val pro 

151 

TTC ATA CTC AAC ATG GAC GGC TCC CTC GTA 
phe Ile leu asn met asp gly ser leu val 
211 

AAA GAA TAT GCC GTT CTG GTC ATC CTG CTC 
lys glu tyr ala val leu val lie leu leu 
271 

ACC TTA TTG GAC CAA GTA TCG GCC GAC GCG 
thr leu leu asp gin val trp gly asp ala 
331 

ATC TAT GCC TTA CCA CGT ATT CTG TCG GAA 
ile tyr ala leu arg arg lie leu ser glu 

391 

TAC GGA CAG GGT TAT CGG TTT AAT CGT CCG 

tyr gly gin gly tyr arg phe asn arg pro 
451 

CCT ACG ACT CAT ACA TTG GCG ATA CTT CCT 
pro thr thr his thr leu ala ile leu pro 

511 

AGT CTG CAT TAC TCT ATC GTC AAG GGA TTA 
ser leu his tyr ser ile val lys gly leu 

571 

CTG CCG GTG ACC ATT ACG AAG AAC TCC CGC 
leu pro val thr lie thr lys asn cys arg 
631 

CAA TTA CGC CCC GAT TAT TAT ATC TCC GCG 
gin leu arg pro asp tyr tyr ile ser gly 
€91 

CTA CAG ATC GAG ATA GTT CGG GTT AAA GGT 
val gin He glu ile val arg val lys gly 

751 

TTC ATA GAA CAC CAA CCC GCT TCT CTC TTG 
leu 11* glu his gin pro ala ser leu leu 

en 

TGT ATT CCC GGA CTT CGC TGG GAC ACA AAG 
cys ile pro gly leu arg trp asp thr lys 
871 

ACC ATG GTC TAC TTA CGC GGT AAG CAT GAG 
thr met val tyr leu arg gly lys his glu 
931 

CAA GCC CTT AAA TTG CTG ACT CAA TGC GTT 
gin ala leu lys leu leu thr gin cys val 
991 

TCT GCG CTG GCA GAA TGC TAC CTC AGC ATG 
cys ala leu ala glu cys tyr leu ser met 

1051 

CCA ATG ATC AAA GCT AAA GAA CAT GCG ATT 
ala met ile lys ala lys glu his ala ile 
11 11 

CAA GCT TTA GGA TTA CTG GCG CTA ATT AAT 
gin ala leu gly leu leu gly leu ile asn 



figure 1 ( 1 ) 



EP0 721 989 A1 



1141 1171 

ACG ATT CAC TCA GAA TAC ATC GTC CGG ACT TTG CTA TTC AAA CAA GCT AAC TTA CTT TCG 
thr ile his ser qlu tyr ile val qly sec Leu Leu phe Lys gin ala asn leu iau ser 



1201 1231 

CCC ATT TCT CCA GAT ATT AAA TAT TAT TAT GGC TCC AAT CTT TTC ATC GCT CGT CAC TTC 
pro ile ser ala asp ile lys tyr tyr tyr gly trp asn leu phe met aid gly gin leg 
1261/421 1291 

GAG GAG CCC TTA CAA ACC ATT AAC GAG TCT TTA AAA TTG CAC CCA ACC CCC GCA GCC GCA 
glu glu ala leu gin thr lie asn glu cys leu lys leu asp pro thr arg ala aia ala 
1321/441 1351 

GGG ATC ACT AAG CTG TGG ATT ACC TAT TAT CAT ACC GCT ATT GAT GAT GCT ATA CGT TTA 
gly ile thr Ly3 leu trp ile thr tyr tyr his thr gly ile asp asp ala ile arg leu 

1381/461 1411 

GGC CAT GAA TTA CCC TCA CAA CAC CTC CAG GAT AAT CCA ATA TTA TTA AGT ATG CAG CTT 
gly asp glu leu arg ser gin his leu gin asp asn pro ile leu leu ser met gin val 
1441/481 1471 

ATG TTT CTT TCG CTT AAA GCT AAA CAT GAA CTG GCA CGA AAA TTA ACT AAA CAA ATA TCC 
met phe leu ser leu lys gly lys his glu leu ala arg lys leu thr lys glu ile sar 
1501 1531 

ACC CAG GAA ATA ACA GGA CTT ATT CCT CTT AAT CTT CTT TAC GCT GAA TAT TCT CAG AAT 
thr gin glu lie thr gly leu ile aid val asn leu leu tyr ala glu tyr cys gin asn 
1561 1391 

AGT GAG CGT GCC TTA CCG ACC ATA AGA GAA TTT CTG GAA AGT GAA CAG CGT ATA GAT AAT 
ser glu arg ala leu pro thr ile arg glu phe leu glu sar glu gin arg ile asp asn 
1621 -1651 

AAT CCG GGA TTA TTA CCC TTA CTG CTG CTT CCC CAC GGC GAA GCT ATT GCC GAG AAA ATC 
asn pro gly leu leu pro leu val leu val ala his gly glu ala ile ala glu lys met 
1681 1711 

TCG AAT AAA T,TT AAA AAC GAA GAC AAT ATT TGG TTC AAA AGA TGG AAA CAG GAT CCC CCC 
trp asn lys phe lya asn glu asp asn ile trp phe lys arg trp lys gin asp pro arg 
174 1 1771 i AgB 

TTG ATT AAA TTA CCG TAA AAT CTG AGA C&G_Ji&G AT ATG CAT TAT TTT TTT ATC ATC CTA 
leu ile lys leu arg met his tyr phe phe lie ile val 

1800 553 1630 554 

ATC TGG TTG CTT ACC ATA AAT ACC GCA TCC GCT GAT TCC TGG CTT CAG GCT CAA AAA ATC 
lie trp leu leu ser ile asn thr ala trp ala asp cys trp leu gin ala glu lys met 
I860 1690 

TTC AAT ATT GAA TCC GAA CTA CTT TAC GCT ATC GCC CAC CAG GAA TCG GCC ATG AAA CCT 
phe asn ile glu ser glu leu leu tyr ala ile ala gin gin glu ser ala met lys pro 

1920 1950 

GCC GCC ATT CCT CAT AAC CCA GAT GCT TCA ACC GAT CTT CCC CTC ATG CAA ATT AAC AGC 

gly ala ile gly his asn arg asp gly ser thr asp leu gly leu met gin lie asn ser 

19B0 2010 

TTC CAT ATG AAA ACC CTC AAA AAA ATG CCC ATT AGT GAA AAA CAC TTG TTA CAC CAT CCC 

phe his met lys arg leu lys lys met gly ile sec glu lys gin leu leu gin asp pro 

2O40 2070 

TCC ATT TCT GTC ATT CTC GGC GCA TCC ATT TTA TCA GAT ATG ATG AAA ATC TAC CGT TTT 

cys ile ser val ile val giy ala ser ile leu ser asp met met lys ile tyr gly phe 

2100 2130 

AGC TGG GAG GCC CTT CCC GCT TAT AAT GCC CCG ACC TCC CCG AAA CCA TCC GAT ATA AGG 

ser trp glu ala val gly ala tyr asn ala gly thr ser pro lys arg ser asp ile arg 

2160 2190 

AAA CGT TAT CCT AAA AAA ATT TCG GAG AAT TAC AGA AAA TTA AAA GAG ATG TCA GCA GAA 

lys arg tyr ala lys lys ile trp glu asn tyr arg lys leu lys glu met ser ala glu 

2220 2250 

GAG AAA AAC AAA AGA CTT TCT ATC CCG GTA AAC AAA TAA TTA TAC AGC AAT AGC TTA CTT 

glu lys asn lys arg leu ser Lie ala val asn lys 

713 



figure 1 (2) 
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2280 

TCA GAT AAT TCT AAA AGT AAG CTA TGT TTT 
2340 ' >f 

GCT TCC ATT GCT TTT ACT TGT ACA AAC TGT 

2400 
GAA TTC 



2310 

TAT CAG CTT GCC GTC GTC ATA AGC AAC TGG 
2370 

GAG GCG TCT TCC AGC ATT CTA TTG TTC CGT 
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ALIGNMENT SEQUENCES DES FRAGMENTS AMPLIFIES 
I nucleotide 1X5 a 1644) 
des 6 GROUP ES DE SALMONELLES 



1 345 

scq TAT TAT CAT ACC GGT ATT GAT GAT GCT ATA CGT TTA GGC GAT GAA TTA CGC TCA CAA CAC 

Gl ~ -T 

G2 -C C— A C G 

G3a G C A _T T 

G4 . G— T C '■ ■ — ■ — T-T 

G5 — C : A C-C— — _T-A T 

G6 C G A T— : 

scq CTG C AG GAT AAT CCA ATA TTA TTA AGT ATG CAG GTT ATG ITT CTT TCG CTT AAA GGT AAA 

Gl T 

G2 . ■ — -C T — ■ 

G3a — — . C : — ■ : 

G3b T : . — . 

G4 A — : — C- : : 

G5 ■ T A : T ■ — A ■ 

G6 r : : : 



scq CAT GAA CTG GCA CGA AAA TTA ACT AAA GAA ATA TCC ACG CAG GAA ATA AC A GGA CTT ATT 
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1644 

scq AGA GAA TTT CTG GAA AGT GAA CAG CGT ATA GAT AAT AAT CCG GGA TTA TTA CCG TTA GTG 

Gl : — 

G2 -A C C— A T -T C- — 

G3a G AA CT C G C— 

G ib — A G-T- C A G C 

04 — : AA ■ G C — = — — 

G5 -A A~AA T C C T G CT — 

G6 A -T— A C — 



figure 3 
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Localisation des amorces ft des sondes sur la- sequence da gvmt lagA 
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